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La presente invention est relative a une methode de criblage de 
substances, susceptibles d'avqir une action therapeutique dans le traitement des ence- 
phalopathies subaigues spongiformes transmissibles (ESST) ou maladies dites a prions, 
qui comprend une etape d'isolement de la PrPres, a partir de la rate; la presente 
5 invention est egalement relative a des procedes d'isolement de la PrPres, particuliere- 
ment adaptes a ladite methode de criblage ainsi; qu'a leurs applications, notamment 
dans la detection de la PrPres : . ' .. . 

Les encephalopathies, subaigues spongiformes transmissibles sont 
provoquees par des agents transmissibles nori cbnventionnels (ANTC), encore appeles 
10 prions, dont la nature precise demeure inconnue a ce jour. Less ESST comprennent 
essentiellement la maladie de Creutzfeldt-Jakob^ .chez Thomnie (MCJ ou CJD pour 
Creutzfeldt- Jakob disease), la tremblahte,; chez le mouton et la chevre. et 
Fencephalopathie spongiforme bovine (ESB ou BSE pour bovine spongiform ericepha- 
. lopathy), chez les bovins ; d'autfe^ encephalopathies ont ete mises en evidence chez le 
15 vison ou certains animaux sauvages,,tels gue le cerf 

Ces maladies soht' d' evolution coristammerit fatale et il n'existe, a 
l'heure actuelle, auciin traitement efficace. ; v ^ 

Dans les encephalopathieis subaigues spongiformes transmissibles, il 
existe une accumulation d'une proteine de rhote, la PrP (ou prpteine du prion), sous 
20 une forme afrbrmale (PrPres), prihcip^ernent dans le systeme nerveux central ; la 
PrPres copurifie avec rinfectiosite et son accumulation precede l'apparition des lesions 
histologiques. In vitro, elle est toxique pour des cultures de neurones. 

Deux proprietes biochimiques permettent de distinguer la PrPres de 
la PrP norrriale : la PrPres est partiellement resistante aux proteases et est insoluble 
25 dans les detergents non-ioniques, tels que le Triton-X 100. 

La recherche de nouyelles molecules susceptibles d'etre efficaces 
dans le traitement de ces encephalopathies.se heurte a 1'absence aussi bien de modeles 
in vitro performants, qu'a la longueur de la mise en place des modeles experimentaux 
in vivo, tels que la tremblante experimentale du hamster (80 a 365 jours) ou la 
30 tremblante experimentale de la souris (180 a 550 jours). 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
une methode de criblage efficace et fiable, qui ne presente pas les inconvenients des 



modeles experimentaux actuellement utilises et qui repond mieux aux besoins de la 
pratique, notamment en ce que revaluation de Taction des substances a tester petit etre 
realisee en moins de deux mois. 

Pour ce faire, les Inventeurs ont trouve un marqueur fiable et ont mis 
au point un protocole reproductible. 

La presente invention a pour objet une methode de criblage de 
substances, susceptibles d' avoir une action therapeutique dans le traitement des ence- 
phalopathies subaigufcs spongiformes transmissibles (ESST ou maladies dites a prions), 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes.: 

a) inoculation au moment t^ a au moins un animal de laboratoire (de 
preference plusieurs, repartis en lots), par toute voie apprOpriee, d'un agent transmis- 
sible non conventionnel (ATNC) ou prion ; 

b) administration audit animal de laboratoire, par toute voie appro- 
priee, soit d'une substance a cribler (animal test), soit d'un placebo (animal controle 
negatif), dans un delai compris entre t A - 15 jours et tc, correspondant au moment ou le 
taux de PrPres dans la rate dudit animal de laboratoire est maximal ou dans un delai 
compris entre t B , correspondant au moment de la premiere detection de PrPres dans la 
rate dudit animal de laboratoire et tc ; 

c) sacrifice des animaux dans un intervalle de temps compris entre t B 

et tc, de preference a t c et prelevement de la rate ; 

d) isolement de la PrPres a partir des rates prelevees, selon un pro- 
cede d'isolement convenable comprenant l'homogeneisation de la rate, suivie d'un 
traitement de l'homogenat oDtenu pour extraire et eventuellement purifier la PrPres ; 

e) semi-quantification de la PrPres obtenue a l'etape (d) par detection 

de ladite PrPres par toute methode appropriee, produisant un signal specifique, suivie 
d'une comparaison du signal obtenu avec une gamme etalon de dilutions d'un controle 
positif constitue d'un homogenat de cerveau d'un animal au stade terminal de la mala- 
die ; et 

f) selection de la substance criblee comme candidat au traitement des 
encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles, si le taux de PrPres obtenu 
dans la rate de Tanimal test, a l'etape e) est diminue d'au moins un facteur 2, par 
rapport au taux obtenu dans les mgmes conditions avec l'animal controle negatif. 



Les temps tA, tB et tc sont exprimes en jours ; tA = JO. 
En effet, les Inventeurs ont trouve, de maniere inattendue, que les 
substances qui augment ent la survie d'animaux infectes, quelle que so it la voie 
d' inoculation (peripherique ou intracerebrale), entrament un retard parallele dans 
5 r accumulation de la PrPres au niveau de la rate, detectee dans des conditions standar- 
dises. ,. v .* - > : 

Oh enterid par conditions standardises, aii sens .de la pfesente inven- 
tion, des conditions dans lesquelles les parametres suivants sontselectionnes : 
v - ATNC selectiohhe; 

10 ' -v;""'' " - yoie d'administration de PATNC, 

- methode d'isidlement de la PrPres a partir de la rate. 

Pour une souche selectionnee dans un animal dorine, au stade termi- 
nal de la maladie, le titre infectieux est constant. ' ^; 

La detection de la PrPres dans la rate^ permet d'observer beaucpup 
15 plus rapldement les efFets des molecules;: a l'inhibition .de 

F accumulation de la PrPres, soit dans les; heures qui suivent r inoculation (capture de 

1' inoculum par la rate et detection d\uri pic de PrPre^^ t A et t A + 2 jours), soit 

entre tB et tc (PrPres neosynthetisee) : la detection de la PrPres neosynthetisee est 
..... possible dans la rate entre 5 et 15 jours apres l'infection (t B ) ; par exemple, lorsque 
20 i'ATNC correspond a la souche murine C506M3 inoculee par yoie intraperitoneale, 
chez la souris C57BL/6, la PrPres neosynthetisee peut etre detectee dans environ 60 % 
des cas, des le 5** jour post-infection (p.i.) (t B ) et dans 100 % des cas des le 7 m jour 
et un plateau est observe a partir du SO 01 * jour p.i. (tc), 

Une telle methode permet done de selectionner des molecules capa- 
25 bles d'empecher 1' accumulation de PrPres; de telles molecules sont considerees 
comme presentant une action therapeutique dans le traitement des ESST. 
Conformement a T invention : 
* a l'etape a) : 

- I'ATNC correspond a une souche primaire (humaine ou animale) 
30 ou une souche stabilisee chez Tanimal hote, e'est-a-dire qui presente des caracteris- 

tiques stables chez cet animal hote apres plusieurs passages et notamment les caracte- 
ristiques suivantes : delai d' apparition de la maladie identique et profil lesionnel iden- 



tique au cours des passages chez tous les animaux (degre de vacuolisation de diffe- 
' rentes parties du cerveau) ; il correspond a n'importe quelle souche stabilisee dans les 
conditions precisees ci-dessus, induisant une accumulation precoce de PrPres dans la 
rate de 1' animal hote, telle que des souches de tremblante ou des souches 
d'encephalopathie bovine, notamment les souches de tremblante denommees Chandler, 
ME7, 139A (M.E. Bruce et al., Scrapie strain variation and its implication dans 
Current topics in Microbiology and Immunology : Transmissible Spongifom Encepha- 
lopathies, Scrapie, BSE and related Disorders, 1991, 172, 125-138), C506M3 (C.I. 
Lasmezas et al., J. Gen. Virol., 1996, 77, 1601-1609) ou 263K (R.H. Kimberlin et al., 
J. Gen. Virol., 1977, 34, 295-304 et 1978, 39, 487-496) ou les souches de BSE 
denommees 4PB1 (C.I. Lasmezas et al., 1996, precite) et 301 V (C.F. Farquhar et al., J. 
Gen. Virol., 1996, 77, 1941-1946) ; 

- ledit ATNC est, de preference administre dans un tampon adapte a 
la voie d' administration selectionnee, sous la forme soit d'un homogenat brut de tissu, 
de preference de cerveau, soit d'un culot de PrPres, obtenu par centrifugation conve- 
nable, a partir d'un homogenat brut de tissu, de preference de cerveau ; 

- ledit ATNC peut etre administre par n'importe quelle voie (voie 
orale, voie parenterale), de preference par voie intraperitoneale, a une dose correspon- 
dant a un inoculum d' ATNC, compris entre 0,001 % et 10 % (poids/volume) (DLso 
comprise entre 10 3 et 10 7 ) ; 

- ledit animal de laboratoire est de preference un rongeur, notamment 

la souris ou le hamster. 

* al'etapeb) : 

- la substance a cribler est admihistree par voie orale ou parenterale ; 

- si le traitement est commence a tA, c'est-a-dire simultanement a 
l'administration de l'ATNC, le modele selon l'invention permet d'etudier a la fois 
Taction de la substance a cribler sur l'ATNC, avant qu'il n'ait atteint ses cellules cibles 
dans la rate et en cours de replication au niveau de ses cellules cibles, alors que si le 
traitement est commence entre t B et t c , (c'est-a-dire lorsque la PrPres dans la rate est 
constamment detectable), le modele selon l'invention permet d'etudier uniquement 
Taction de la substance a cribler sur l'ATNC inocule en cours de replication au niveau 
de sa cible. 
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* a P etape d) : 

- selon la sequence d' etapes selectionnees parmi les techniques 
d'isolement des proteines connues, a savoir les methodes basees sur la taille molecu- 
laire, telle que la centrifugation, les methodes basees sur les differences de solubilite 

5 telles que la dissolution par les sels (salting-iri) et le relargage {salting-out) ou le frac- 
tionnement par des solvants ou les methodes basees sur la charge electrique, le degre 
de purification et le rendement seront differents. Dans le cadre de la presente invention, 
il est necessaire de seiectionner une methode fiable et sensible, permettant d'bbtenir un 
seuil de detection tel que le rapport taux maximal detectable dans la rate/valeur seuil 
10 (cut off) soit le plus eleyS possible, de preference superieur a 2 ou tel ques lorsqu'on 
Ton realise une dilution au Vi de Fechantillqn final obtenu, on obtient encore un signal 

de detection ; : 

f : - des sequences; ^ d'etapes preferee decrites ci-apres : elles bnt 

Tavantage, sur les precedes d'isolement anterieurement decrits, de presenter une 

15 grande fiabilite et une grande serisibilit e, du fait que 1 ' extraction proprement dite ne 
comprend qu'une seule etape de sepafaition et . du fait de ia s selection particuliere de la 
sequence d'etapes, alors que dans les prbced6s anterieurement decrits (R.E. Race et al, 
J. Gen; Virol., 1S>92, ^3, 33 194323 ; E)bi et al- , J Gen. Virol., 1 988, 69, 955-960 ; T. 
Muramoto et al, Am. J; .Pathol;, 1993, 143, 5 1470-1479 ; Farquhar C F. et al., Gen. 

20 Virol., 1994, 75, 495-504 et J: CJen. Virol., 1 996, 77,1 94 1-1 946 ; : Grathwohl K;U.D. 
et al., Arch. Virol., 1996, 141, 1863-1874), Textraction comprend plusieurs etapes de 
separation et conduit a une imprecision pour ce qui concerne la quantification et/ou ces 
precedes presenteht une sensibilite insuffisante pour obtenir un seuil de detection et 
une quantification fines et notarriment pour effectivement detecter une variation impor- 

25 tante du taux de PrPres. 

"* a r etape e) : 

- la PrPres est notamment detectee par immunoessai (Western blot 

par exemple). 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'isolement 
30 de la PrPres, a partir d'un organe ou d'un tissu, notamment la rate ou le cerveau, 
caracterise en ce qu'il comprend essentiellement les etapes suivantes : 



\ 
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(i) homogeneisation d'organe ou de tissu, preleves apres le sacrifice 
de 1'animal, par broyage mecanique dans un tampon d'hombgeneisation, suivi d'un 
calibrage de Thomogenat, pour l'obtention d'un homogenat comprenant, en 
poids/volume, de 5 a 50 % dudit organe ou tissu ; 

(ii) extraction specifique de la PrPres comprenant une seule etape de 
separation, par traitement de l'homogenat obtenu a l'etape (i) par incubation de la 
suspension obtenue avec une protease et un detergent (agent surfactif) anionique, apte 
a favoriser l'agregation de la PrPres, tel que du sarkosyl, (lauroyl sarcbsine) a 10-30 % 
dans un tampon convenable et separation de la PrPres, par ultracentrifugation unique a . 
240 000-300 000 g pendant 2 a 4 h, de preference a 20-22°C, de la suspension obte- 
nue, deposee sur un coussin de tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, 

a 20°C et recuperation du culot de centrifugation comprenant ladite PrPres ; et, si 
necessaire, 

(iii) purification de la PrPres par mise en suspension du culot de 
15 centrifugation obtenu en (ii) dans un tampon de Laemmli comprenant du SDS a 1-5 %, 

incubation dans ce tampon a 100°C pendant 2-10 minutes et centrifugation a 12 000- 
15 000 g pendant 10-15 minutes a 16-22°C. 

Ladite PrPres ainsi purifiee petit ensuite etre separee par toute tech- 
nique appropriee telle qu'urie electfophorese (electrophorese sur gel de poly- 
20 acrylamide, par exemple) ou une immunocapture, a partir du surnageant de centrifuga- 
tion. 

Conformemerit a ce procede, le tampon d' homogeneisation de l'etape 
(i) est notamment un tampon neutre tel que de l'eau ou un tampon isotonique tel que 
du glucose a 5%. 

25 Egalement conformement a l'invention, lors de l'etape (ii) 

d'extraction, rultracentrifugation est realisee apres depot de la suspension contenant la 

PrPres sur un coussin de saccharose a 6-20 %. 

En variante, la presente invention a egalement pour objet un procede, 

dans lequel l'extraction comprend une seule etape pour la separation de la PrPres, et ne 
30 necessite pas d'ultracentrifugation ; un tel procede d'isolement de la PrPres, a partir 

d'un organe ou d'un tissu, notamment la rate ou le cerveau est caracterise en ce qu'il 

comprend essentiellement les etapes suivantes : 



7 

(i) homogeneisation d'organe ou de tissu, preleves apres Ie sacrifice 
de 1' animal, par broyage mecanique dans un tampon d'homogeneisation, puis addition a 
Fhomogenat obtenu, d'un sel ayant une force ionique elevee et apte a favoriser 
l'agregation de la PrPres, tel que du NaCl a 10-30 %, dans un rapport 1:1 (v/v), suivi 
5 d'un calibrage de Thomogenat, pour Tobtention d'un homogenat comprenant, en 
poids/volume, de 5 a 50 % dudit organe ou tissu ; ; V 

(u) extraction specifique de la PrPres par traitement de Thomogenat 
obtenu a l'etape (i) par incubation de la suspension obtenue avec une protease et un 
detergent anionique apte a fayoriser r'agregatidh de-la PrPres, tel que du sarkosyl a 10- 
10 30 % et separation unique de la PrPres, par centrifugation a 25 P00-30 000 g pendant 
1-2 heures, de preference a 16-22°C, de la suspension obtenue, deposee sur un coussin 
de tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, a 20°C;et recuperation: du 
' ciilot de centrifugation comprenant ladite PrPres ; et^ si necessaire 

(in) purification de la PrPres par fnise en suspension du culot de 
15 centrifugation obtenu en (ii) dans un tampon/deLae du SDS a 1-5 %, 

incubation dans ce tampon a 1 00 9 C pendant 2-10 miriUtes et centrifugation a 12 000- 
15 000 £pend^#-15 

\ ■ ' Ladite PrPres airisi purifiee peut ensuite etre separee par toute techr 
nique appropriee telle qij'une electro de poly- 

20 acrylamide, paf exemple)v6u une immunocaptureja p^rtir du surnageant de centrifuga- 
tion. 

epnformement a ce procede, le tampon d' horf19geneisation.de l'etape 
(i) est notamment un tampon neutre tel que de l'eau pu un tampon isotonique tel que 
du glucose a 5% ; „, ^ . - 

25 Egalement conformement a V invention : 

lors de l'etape (ii) d'extraction, la solution mise en oeuvre pour 
F extraction comprend un detergent anionique, apte a favoriser l'agregation de la 
PrPres et un detergent ayant des proprietes de renaturation des proteines, tel qu'un 
detergent zwitterionique, comme une sulfobetaine, de preference la sulfobetaine SB 3- 
30 14 a 1-2 %, dans un rapport 1:1 (v/v) ; 

. lors de l'etape (ii) d'extraction, mais prealablement a la centrifuga- 
tion, au moins un inhibiteur des proteases est ajoute ; 
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.la centrifugation selon l'etape (ii) d'extraction est, de preference, 
realisee apres depot de la suspension contenant la PrPres sur un coussin de saccharose 
a 6-20 % ou un coussin de saccharose a 6-20 % et d'une sulfobetaine. 

La PrPres peut ensuite etre detectee par toute methode specifique 

appropriee. 

De maniere surprenante, ces precedes d'isolemeht de la PrPres, a 
partir de la rate, comprenant une extraction en seule etape (-> une precipitation + une 
separation), n'entrament pas de perte cumulative de PrPres et sont directement utilisa- 
bles sans modification, pour extraire la PrPres de n'importe quel autre tissu. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente invention ainsi qu'aux 

dessins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 illustre le protocole mis en oeuvre dans une methode de 

criblage selon l'invention ; 

- la figure 2 represente un gel de polyacrylamide montrant T inhibition 
de T accumulation de la PrPres dans les rates de souris infectees par la souche C506M3 
et traitees par T amphotericin B (AmB) (l'echelle des poids moleculaires a ete etablie 
avec des marqueurs precolores Amersham) ; 

- la figure 3, sous la forme d'un histogramme, illustre T inhibition de 
l'accumulation de la PrPres, chez la meme souris, apres traitement par ramphotericine 
B ou l'ABLC® (AmB Lipid Complex), par rapport a un animal controle negatif, traite 
par un placebo et dans lequel il n'y a pas d' inhibition de ladite accumulation ; 

- les figures 4 et 5 illustrent la cinetique d' accumulation de la PrPres 
dans la rate de souris C57BL/6 inoculees i.p. par la souche C506M3 (0-28 jours post- 
inoculation) ; 

- la figure 6 illustre le role de la composition du tampon d'extraction, 
dans le rendement de purification de la PrPres ; 

- la figure 7 illustre l'accumulation a. 70 jours post-inoculation de la 
PrPres dans la rate de hamsters infectes par voie intracerebrale et traites pendant 6 
jours post-infection par l'AmB (1 mg/kg), un derive de T AmB (MS-8209) et l'ABLC* 
(lOmg/kg). 
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II doit etre bien entehdu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniqiiement a titre d' illustration de l'objet de Pinvention, dont ils ne constituent en 
aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 ; Etude de Paccumulation/de la PrPres dans des rates de souris 
5 C57BL/6, infectees par voie intraperitoneale (ip) par la souche C506M3 et trai- 
tees pendant 1 ou 2 semaines (6 jours/semaine), a partir de U+15 apres 
P inoculation, par ramphotericine B (AmB) et ses derives ; isolement de la PrPres 
presente dans la rate par le prqcede d'isolement comportant une ultracentrifuga- 
" tion, tel que decrit ci-dessus. ,•■-■■* — " : ''^ 
10 <. 6tape a) de la methode de criblage : inoculation 

a tA, des souris C57BL/6 sbnt inoculees par voie intraperitoneale 
; ayec 100 jil d-homogenat de cerveau a 2 M dans du glucose 5 %, d'une souris infectee 
au stade terminal de la tremblante experimentale (sbuche C506M3). 

. etape b) de li metKocte de criblage; :T administration d'une substance 
15 susceptible d' avoir une action therapeutique d'un placebo 

a t A +l 5 jours delai compris entre is et t c ), les souris C57BL/6 
sont reparties en differents lots et sont traitees : ■ , " ' 

- soit avec deT amphotericins B, a raisori de 1 mg/kg (AmB), 

-soit avec de fABLG®, a raison de 10 mg/kg, pendant 6 jours (1) ou 

20 12 jours (2), cohfonnement a la figure 1,. . 

• ' - soit avec un placebo. 

. etape c) de la methode de criblage : sacrifice des animaux. .; . 
A t A +21 jours (-» delai compris entre tp et tc) ou a t A +28 jours (-» a 
environ tc), les souris sont sacrifices par rupture des Vertebres cervicales ; les rates sont 
25 ; immediatement prelevees, conformement a la figure 1, et soit stockees a. -80°C, soit 
utilisees extemporanement. 

. etape d) de la methode de criblage : isolement de la PrPres 
Les rates prelevees sont broyees et homogeneisees a 10 % 
(poids/volume) dans une solution de glucose a 5 %. L'homogenat obtenu est calibre, 
30 par passage dans une seringue convenable. 
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L'homogenat a 10 % (200 pi) est ensuite traite a la proteinase K 
(10 Jig/ml), a 37°C, pendant une heure ; la digestion est bloquee a I'aide de fluorure de 
phenylmethylsulfonyle (PMSF) 5 mM. Apres addition de sarkosyl a 20 % dans du Tris 
pH 7,4 10 mM, les echantillons sont incubes pendant 15 minutes a temperature 

5 ambiante. lis sont ensuite centrifuges a 245 000 g pendant 4 heures a 20°C, sur un 
coussin de saccharose a 10 % (100-300 ul) (ultracentrifugeuse Beckman TL100). 

Les culots sont remis en suspension dans un tampon de Laemmli, 
incubes 5 minutes a 100°C, puis les echantillons obtenus sont soumis a une centrifu- 
gation a 15 000 g, pendant 15 minutes a 16°C. 

10 " . & a pe e) de la methode de criblage selon l'invention : detection de la 

PrPres dans les echantillons. 

Les echantillons obtenus sont utilises pour realiser une electrophorese 
SDS-PAGE (gel de polyacrylamide a 12 % charge avec l'equivalent de 10 mg de rate) 
et transfere sur membrane de nitrocellulose, dans les conditions decrites par Towbin et 

15 al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 4350-4354) ou par C.I. Lasmezas et al. (J. 
Gen. Virol., 1996, precite). L' immunodetection de la PrPres a ete realisee avec 
T antiserum 007 JB, dirige contre le peptide 90-1 08 de la PrP murine au 1/2500) et des 
Ig de chevre anti-lapin conjuguees a de la peroxydase (1/2500). L'immunoreactivite est 
revelee par chemiluminescence (ECL, Amersham), quantifiee et visualisee sur films 

20 autoradiographiques, comme illustre sur la figure 2 , pour les animaux non traites et les 
animaux traites pendant 6 jours par 1' AmB a 1 mg/kg et sacrifies a t A +28 jours, c'est-a- 
dire une semaine apres la fin du traitement. 

Les anticorps sont obtenus par couplage dudit peptide (Neosystem, 
Strasbourg) a la KLH, puis injection sous-cutanee dans la region dorsale de lapins 

25 « Nouvelle-Zelande » d'une emulsion comprenant ledit peptide couple et de l'adjuvant 

complet de Freund. 

* etape 0 de la methode de criblage selon l'invention : selection de la 

substance criblee 

La figure 3 illustre les resultats obtenus pour les animaux non traites, 
les animaux traites par rAmB, 1 mg/kg sacrifies a tx+21 ou a U+28 et les animaux 
traites par l'ABLC® 6 jours (1) ou 12 jours (2) et sacrifies a U+21 ou a t A +28 : aussi 
bien pour les animaux traites par 1' AmB que par l'ABLC® on observe une inhibition 
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significative de F accumulation de PrPres ; pour construire rhistogramme, les quantites 
de PrPres detectees dans la rate sont rapportees a une gamme lineaire de dilutions de 
PrPres purifiee selon le merne procede que celui decrit ci-dessus, a partir d'un homo- 
genat de cerveau d'animaux au.stade terminal de la maladie. 

Les figures 4 et 5 illustrent la cinetique d' accumulation de la PrPres 
dans la rate de souris C57BL/6i irioculees par la souche C506M3 a tA, dans les memes 
conditions que ci-dessus, pendant 28 jours et non traitees : on observe une augmenta- 
tion progressive jusqu' a tA+30 (— » a.tc) ; un . plateau est observe a partir de tA+30. 
EXEMPLE 2 : Etude de l - acctimuiatioh de la PrPres dans des rates de souris 
C57BL/6, infectees par voie intraperitoneale (ip) par la souche C506M3 et trai- 
tees pendant 1: ou 2 semaines (6 r jc^re/semame), a partir de tA+15 apres 
F inoculation, par P amphotericine B (AmB) et ses derives ; isolement de la PrPres 
par le pro<-£de ne comportarit pas d'u T 

Les etapes a), b) , c), e) et f) sorit identiques a celles de l'exemple 1 . 

L'etape d) d'ikrfemeht cle-; la : Er^res ^ partir des rates de souris est 

realisee bomme suit : v.- ; ; ; • - -^:v; : Ji"" v ' ; • 

7 li&s ) rates preleyees ■ ■ sont broyees et- homogeneisees a 20 % 
(poids/volume) dans une solution contenant du glucose a 5 % ; on ajoute a 200 |il 
d'homog&iat; 200 |il de Nad a 20 % (1:1, y/yj; ^onioge^ calibre, par 

passage dans line seringue convenable. L ^ ■ : : -J'f 

On ajoute a 200 jxl d'homogenat a 20 %, 200 \xl de detergent 
(sarkosyl a 20 % efc sulfobetaine a 2 % (SB3 J4 Calbiochem)) et' de la proteinase K a 
10 |ig/ml, puis on incube a 37°C y pendant une heure. 

Les echantillbns sont ensuite centrifuges a 30 000 g pendant 2 heures 
a 22°C, sur 200 jxl d'un coussin comprenant du saccharose, a 10 % et de la sulfobetaine 
a 0,1 %, en concentrations finales (rotor Eppendorf ; centrifugeuse ALG 4239R). 

La figure 6 illustre les rendements de purification obtenus avec difFe- 
rentes compositions de tampons d' extraction (representation sous la forme d'un histo- 
gramme et d'un Western blot) : 1 : temoin de rendement (homogenat total); 2 : 
sarkosyl a 10 %/NaCl a 10 %/Tris 10 mM/SB3-14 a 1 % ; 3 : sarkosyl a 10 %/NaCl a 
10 %/Tris 10 mM ; 4 : sarkosyl a 10 %/NaCl a 10 % ; 5 : sarkosyl a 10 %. 
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Les culots sont remis en suspension dans un tampon de Laemmli, 
incubes 5 minutes a 100°C, puis les echantillons obtenus sont soumis a une deuxieme 
centrifugation a 15 000 g, pendant 15 minutes a 16°C. 

EXEMPLE 3 : Etude de 1'accumulation de la PrPres dans des rates d'hamsters 
5 syriens dores infectes par voie intracerebrale par la souche 263K et traites 
pendant 6 jours, a partir de t A par Tamphotericine B et ses derives. 

. etape a) de la methode de criblage : inoculation 
a t^ des hamsters syriens dores sont'inocules par voie intracerebrale 
avec 50 p.1 d'homogenat de cerveau a 1 % dans du glucose 5 %, d'un hamster infecte 
10 au stade terminal de la tremblante experimental [souche 263K (R.H. Kimberlin et al., 
J. Gen. Virol., 1977, 34, 295-304)]. 

; etape b) de la methode de criblage : administration d'une substance 
susceptible d'avoir une action therapeutique 

a tA, les hamsters syriens dores sont repartis en differents lots : 
15 - rion traites 

- et traites : 

. soit avec de l'amphotericine B, a raison de 1 mg/kg (AmB), 
soit avec du MS-8209 ou de l'ABLC®, a raison de 10 mg/kg, 

pendant 6 jours. 

20 . etape c) de la methode de criblage : sacrifice des animaux. 

A t A +70 jours (date d' apparition des premiers signes cliniques chez 
les temoins infectes non traites), les hamsters sont sacrifies par rupture des vertebres 
cervicales ; les rates sont immediatement prelevees. 

! etape d) de la methode de criblage : isolement de la PrPres 
25 identique a l'etape d) de l'exemple 2. 

. etape e) de la methode de criblage selon 1' invention : detection de la 

PrPres dans les echantillons. 

Les echantillons obtenus sont utilises pour realiser une electrophorese 
SDS-PAGE (gel de polyacrylamide a 12 % charge avec 1' equivalent de 10 mg de rate) 
30 et transfere sur membrane de nitrocellulose, dans les conditions decrites par Towbin et 
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979,- 76, 4350-4354) ou par C.L Lasmezas et al. (J. 
Gen. Virol., 1996, precite). L'immunodetection de la PrPres a ete realisee avec 
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Panticorps 3F4 au 1/50 OOOeme, commercialise par Senetek, Maryland Heights USA et 
distribue par Clinisciences, Montrouge, France et des Ig de chevre anti-souris 
conjuguees a de la peroxydase (1/2500). L'immunoreactivite est revelee par 
chemiluminescence (ECL, Amersham), quantifiee et visualisee sur films autoradio- 
5 graphiques, comme illustre sur la figure 7 , pour les animaux non traites et les animaux 
traites pendant 6 jours par PAmB a 1 mg/kg, le MS-8209 a 10 mg/kg et PABLC® a 10 
mg/kg et sacrifies :a tA+70 jours. — ; • 

' La partie droite de la figure correspond a uhe g^nme etalon : dilu- 
tions de PrPres de cerveau de; hamster au stade terminal de la maladie, au 1/4000, 
10 1/2000, 1/1000 et 1/500 ; elle permet de quantifier la PrPres et done d'etablir un 
histogramme, qui fournit des elements de c6mf>afaison entre les animaux negatifs et les 
animaux traites (quantification particuHerement sensible). ; , 

* etape f) de la methode de criblage selon l'invention : selection de la 
substance criblee ■ . : i C ^ 

15 La figure 7 illustre les resultats obtenus ; on observe une inhibition 

significative de P accumulation de PfPres : de mahiefe,. similaife pour les animaux traites 
avec MS-8209 a 10 mg/kg et 1' ABLC* et de maniere legerement moindre avec PAmB;. 

/•••"Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite 
. nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre,„ de realisation et d* application qui 
20 viennent d'etre decrits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent veriir a P esprit du technicieri eh la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 
1°) Methode de criblage de substances, susceptibles d'avoir une 
action therapeutique dans le traitement des encephalopathies subaigues spongifbrmes 
transmissibles (ESST), caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

' a) inoculation au moment t A , a au moins un animal de laboratoire, par 

toute voie appropriee, d'un agent transmissible non conventional (ATNC) ; 

b) administration audit animal de laboratoire, par toute voie appro- 
priee, soit d'une substance a cribler (animal test), soit d'un placebo (animal controle 
negatif), dans un delai compris entre t A -15 jours et t c , correspondant au moment ou le 
taux de PrPres dans 1 la rate dudit animal de laboratoire est maximal ou dans un delai 
compris entre t B , correspondant au moment de la premiere detection de PrPres dans la 
rate dudit animal de laboratoire et tc ; 

c) sacrifice des animaux dans uri intervalle de temps compris entre tB 
et t c , de preference a t c et prelevement de la rate, U, tB et t c etant exprimes en jours ; 

d) isolement de la PrPres a partir de chaque rate prelevee selon un 
procede d'isolement convenable comprenant 1'homogeneisation de la rate, suivie d'un 
traitement de Phomogenat pbtenu pour extraire et eventuellement purifier la PrPres, a 

partir de ladite rate ; 

e) semi-quantification de la PrPres obtenue a Fetape (d) par detection 
de ladite PrPres par toute methode appropriee, produisant un signal specifique, suivie 
d'une comparaison du signal obtenu avec une gamme etalon de dilutions d'un controle 
positif constitue d'un homogenat de cerveau d'un animal au stade terminal de la mala- 
die ; et 

f) selection de la substance criblee comme candidat au traitement des 
encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles, si le taux de PrPres obtenu 
dans la rate de 1'animal test, a l'etape e) est diminue d'au moins un facteur 2, par 
rapport au taux obtenu dans les memes conditions avec T animal controle negatif. 

2°) Methode de criblage selon la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'a l'etape a), ledit ATNC est, de preference administre dans un tampon adapte a la 
voie d'administration selectionnee, sous la forme soit d'un homogenat brut de tissu, de 
preference de cerveau, soit d'un culot de PrPres, obtenu par centrifugation convenable, 
a partir d'un homogenat brut de tissu, de preference de cerveau. 
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3°) Methode de criblage selon la revendication 1 ou la revendication 
2, caracterisee en ce qu'a I'etape a), ledit ATNC est administre par voie intraperito- 
neale, a une dose correspondant a un inoculum d'ATNC, compris entre 0,001 % et 
1 0 % (poids/volume) (DL 50 comprise ehtre 1 0 3 et 1 0 7 ), . 
5 . 4°) Methode de criblage selon Tune quelcohque des revendication si 

a 3, caracterisee en ce qu'a I'etape a), ledit animahde laboratoire est de preference un 
rongeur. t 

5 °) Methode de criblage selon 1' une quelconque des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce qu'a. I'etape <d)f^^ est selectionnee de 

10 telle sorte que le rapport taux maximal detectable dans la rate/valeur seuiL(c*// off) est 
superieur a 2 ou (fu'une dilution au VfcdeJ'^ obtenu fournit toujours un 

; signal de detection. ^ \ '--'^ • v : ; 

6°) Methode (de criblage selon l'u^ des revendications 1 

a 5, caracterisee en ce qu'a I'etape d); ladite methdde d'isolemerit de la PrPres 
-15 comprerfd une separation en une; seute e^ 

7°) Methode de criblage selon l'urie queicorique des revendications 1 

a 5, caracterisee en ce qu' a l'Stape e), laf Pr^feis est B&ectee par immunoessai. 

; J; ^ 

tissu, notamment .la rate ou le cerveau, apte a etre mis en qeu\re dans une methode 
20 selon l'une quelcbnqiie c^rr^vendicatioris 1 a 7, • caracterise en ce qu'il comprend 
essentiellement les etapes suivantes : 

(i) homogeneisation d'organe ou de tissu, pfeleves apres le sacrifice 
de F animal, par broyage mecanique dans, un tampon d' homogeneisation, suivi d- un 
calibrage de l'homogenat, poiir robtehtioh d'un homogenat comprenant, en 

25 poids/volume, de 5 a 50 % dudit organe ou tissu ; ^ 

(ii) ^extraction specifique de la PrPres comprenant une seule etape de 
separation, par traitement de Thomogeriat obtenu a I'etape (i) par incubation de la sus- 
pension obtenue avec une protease et un detergent anionique apte a favoriser 
Pagregation de la PrPres dans un tampon convenable et separation de la PrPres, a 

30 partir de la suspension ainsi obtenue, par ultracentrifiigation unique a 240 000-300 000 
g pendant 2 a 4 h, de preference a 20-22°C, de ladite suspension, deposee sur un 
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coussin de tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, a 20°C et recupera- 
tion du culot de centrifiigation comprenant ladite PrPres ; et, si necessaire, 

(iii) purification de la PrPres par mise en suspension du culot de 
centrifiigation obtenu en (ii) dans un tampon de Laemmli comprenant du SDS a 1-5 %, 
5 incubation dans ce tampon a 100°C pendant 2-10 minutes et centrifiigation a 12 000- 
15 000 g pendant 10-15 minutes a 16-22°C. 

9°) Procede d'isolement de la PrPres, a partir d'un organe ou d'un 
tissu, notamment la rate ou le cerveau, apte a etre mis en ceuvre dans une methode 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend 
10 essentiellement les etapes suivantes : 

(i) homogeneisation d'organe ou de tissu, preleyes apres le sacrifice 
de r animal, par broyage mecanique dans un tampon d'homogeneisation, puis addition a 
Thomogenat obtenu, d'un sel ayant une force ionique elevee et apte a favoriser 
Tagregation de la PrPres, dans un rapport 1:1 (v/v), suivi d'uri calibrage de 

15 Thomogenat, pour Tobtention d'un homogenat comprenant, en poids/volume, de 5 a 
50 % dudit organe pu tissu ; 

(ii) extraction specifique de la PrPres par traitement de Thomogenat 
obtenu a Tetape (i) par incubation de la suspension obtenue avec solution comprenant 
une protease et un detergent anionique apte a favoriser Tagregation de la PrPres et 

20 separation; unique de la PrPres, par centrifiigation a 25 000-30 000 g pendant 1-2 
heures, de preference a 16-22°C, de la suspension obtenue, deposee sur un coussin de 
tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, a 20°C et recuperation du culot 
de centrifiigation comprenant ladite PrPres ; et, si necessaire 

(iii) purification de la PrPres par mise eri suspension du culot de 
25 centrifiigation obtenu en (ii) dans un tampon de Laemmli comprenant du SDS a 1-5 %, 

incubation dans ce tampon a 100°C pendant 2-10 minutes et centrifiigation a 12 000- 
15 000 g pendant 10-15 minutes a 16-22°C. 

10°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce que le tampon d'homogeneisation de Tetape (i) est notamment un tampon 
30 neutre tel que de Teau ou un tampon isotonique tel que du glucose a 5%. 
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11°) Precede selon ia revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce qu'a l'etape (ii), prealablement a la centrifiigation, au moins un inhibiteur des 
proteases est ajoute. 

12°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
5 rise en ce qu'a l'etape (ii), la centrifiigation est, de preference, realisee apres depot de 
la suspension contenant la PrPres sur un coiissin de saccharose a 6-20 %. 

13°) Procede selon la revendication S>, caxacterise en ce que ldrs de 
l'etape (ii) d'extraction la solution mise en oeuyre pour 1' extraction cbmprend un deter- 
gent anionique apte a favoriser l^agfegatibri d& la PrPres et un detergent zwitteriohique, 
10 tel qu'une sulfobetaine^de preference la sulfobetaine SB 3-14 a 1-2 %, dans.un rapport 
1:1 (v/v). ' , ..... 
j> : v 14°) Procede selon la revendication 9, caracterise eh ce qu'a l^etape 

(ii) d'extraction, la centrifugatibn est v de apres depot de la suspen- 

sion contenant la PrPres, sur un cbuss^ du saccharose a 6- 

' -15.. 20 % et une sulfobetaine. ; * ; y rj/^T*-'^- 

15°) Application d'un procede selorj i'uhe quelconque des revendica- 
tions 8 k ,14 a la detectioii de ia PrPres dans un brgane bu-uh tissu. 
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REVENDrCATTONS 
1°) Methode de criblage de substances, susceptibles d'avoir une 
action therapeutique dans le traitement des encephalopathies subaigues spongiformes 
transmissibles (ESST), caracterisee en ce qu'elle cdmprend les etapes suivantes : 

a) inoculation au moment t A , a au moins un animal de laboratoire, par 
toute voie appropriee, d'un agent transmissible non conventional (ATNC) ; 

b) admiriistratioh audit animal de laboratoire, par toute voie appro- 
priee, soit d'une substance a cribler (animal test),, soit d'un placebo (animal controle 

/ negatif), dans un d&ai compi^ au moment ou le 

taux de PrPres dans la rate dudit animal de laboratoire est maximal ou dans un delai 
compris entre ts, correspondaht au moment d^ la premiere detection de PrPres dans la 
rate dudit animal de laboratoire et tc ; \. r: :' 

c) sacrifice des a^maiix dans un ihteryalle de temps compris eritre te 
et tc v de preference a t c et prelevement ^e .la rate, U t B ; et t<j etant exprimes en jours ; 

d) isol.ement de la PrPres a p^ rate prelevee selon un 
procede d'isolement cpnvenable compreri^ht Thomo^inieisatioh de la rate, suivie d'une 
extraction specifique de la .PrPres comprenant une seule etape de separation, a partir de 
1 ' homogenat obtenu et eventueUerrient la purification de la PrPres ; 

. : e) semi-quantification de la PrPres pbt enue a 1 ' etape (d) par detection 
de ladite PrPres par toute methode appropriee, produisant un signal specifique, suivie 
d'une comparaisbn du signal obtenu avec une gamme etalon de dilutions d'un controle 
positif constitue d'uh homogenat de cerveau d'un animal au stade' terminal de la mala- 
die ; et ' , 

0 selection de la substance, criblee comme candidat au traitement des 
encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles, si te^ taux de PrPres obtenu 
dans la rate.de 1' animal test, a l'etape e) est dimiriue d'au moins un facteur 2, par 
rapport au taux obtenu dans les memes conditions avec l'animal controle negatif. 

2°) Methode de criblage selon la revendication 1 , caracterisee en ce 
qu'a 1' etape a), ledit ATNC est, de preference administre dans un tampon adapte a la 
voie d' administration selectionnee, sous la forme soit d'un homogenat brut de tissu, de 
preference de cerveau, soit d'un culot de PrPres, obtenu par centrifugation convenable, 
a partir d'un homogenat brut de tissu, de preference de cerveau. 
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3°) Methode de criblage selon la revendication 1 ou la revendication 
2, caracterisee en ce qu'a l'etape a), ledit ATNC est administre par voie intraperito- 
neale, a une dose correspondant a un inoculum d'ATNC, compris entre 0,001 % et 
10 °/ 0 (poids/volume) (DL 5 o comprise entre 10 3 et 10 7 ). 

4°) Methode de criblage selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3, caracterisee en ce qu'a l'etape -a), ledit animal de Iaboratoire est de preference un 
rongeur.. 

5°) Methode de criblage selon Tune quelconque des revendications 1 
a 4, caracterisee en ce qu'a l'etape d), ladite methode d'isolement est selectionnee de 
telle sorte que le rapport taux maximal detectable dans la rate/valeur seuil (cut off) est 
superieur a 2 ou qu'une dilution au Vz de I'echantillon final obtenu fournit toujours un 
signal de detection. 

6°) Methode de criblage selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce qu'a l'etape d), ladite methode d'isolement de la PrPres 
comprend une separation en une seule etape. 

7°) Methode de criblage selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterisee en ce qu'a l'etape e), la PrPres est detectee par immunoessai. 

8°) Procede d'isolement de la PrPres, a partir d'un organe ou d'un f 
tissu, notamment la rate ou Ie cerveau, apte a etre mis en oeuvre dans une methode 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 7; caracterise en ce qu'il comprend 
essentiellement les etapes suivantes : 

(i) homogeneisation d'organe ou de tissu, preleves apres le sacrifice 
de 1' animal, par broyage mecanique dans un tampon d' homogeneisation, suivi d'un 
calibrage de 1'homogenat, pour 1'obtention d'un homogenat comprenant, en 
poids/volume, de 5 a 50 % dudit organe ou tissu ; 

(ii) extraction specifique de la PrPres comprenant une seule etape de 
separation, par traitement de 1'homogenat obtenu a l'etape (i) par incubation de la sus- 
pension obtenue avec une protease et un detergent anionique apte a favoriser 
l'agregation de la PrPres dans un tampon convenable et separation de la PrPres, a 
partir de la suspension ainsi obtenue, par ultracentrifugation unique a 240 000-300 000 
g pendant 2 a 4 h, de preference a 20-22°C, de ladite suspension, deposee sur un 
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coussin de tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, a 20°C et recupera- 
tion du culot de centrifugation comprenant ladite PrPres ; et, si necessaire, 

(in) purification de la PrPres par mise en suspension du culot de 
centrifugation obtenu en (ii) dans un tampon de Laemmli comprenant du SDS a 1-5 %, 
incubation dans ce tampon a 100°C pendant 2-10 minutes et centrifugation a 12 000- 
15 000 # pendant 10-15 minutes k 16-22°C ^ < 

% 9°) Procede d'isolement de la PrPres; a partir d'un organe ou d'un 
tissu, notanunent la rate ou Ie cerveau, apte a etre mis en ceuvre dans, une methode 
selon 1' une quelconque des reveridiclti^ i J k 7, : caracterise en ce qu'il comprend 
essentiellement les etapie^ suivarites : ..**■ ^ ^ \ 

0) homogeneis^tion d'qrgafte^u^de. tissu, preleves apres le sacrifice 
de l- animal, pair broyage mecariique dans un tampon d'homogeneisation, puis addition a 
rfibmogenat obtenu, d'un sel ; ayant u^ elevee et apte a favoriser 

l'agregatioh de la PrPres, dani un rapport 1 : 1 :! : (Wv^,: suivi d'uh - calibrage de 
I'homogenat, pour 1'obtention d'un ho^og^nat comprenant; en poids/volume, de 5 a 
50 % dudit organe oil tissu; ; : : : c r, t H}p\ ffir- ■ 

: (ii) extraction specifique; de la PrPres p^ traitement d& I'homogenat 

obtenu a Petape (i) par incubation de la suspension bbtenue avec solution comprenant 
une protease et un detergent anionique apte a favoriser ragr^gation de la PrPres et 
separation uiiique de la PrPres, par centrifugation 1 25 000-3 0 000 g pendant 1-2 
heures, de preference a 16-22°C, de la suspension obtenue, depos£e siir un coussin de 
tampon ayant une densite comprise entre 1,02 et 1,08, a 20°G et recuperation du culot 
de centrifugation comprenant ladite PrPres ; et, si necessaire 

("0 purification de la PrPres par mise en suspension du culot de 
centrifugation obtenu en (ii) dans un tampon de Laemmli comprenant du SDS a 1-5 %, 
incubation dans ce tampon a 100°C pendant 2- 10 minutes et centrifugation a 12 000- 
15 000 g pendant 10-15 minutes a 16-22?C 

10°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce que le tampon d'homogeneisation de Petape (i) est notamment un tampon 
neutre tel que de Peau ou un tampon isotonique tel que du glucose a 5%. 
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11°) Procede selon la reyendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce qu'a l'etape (ii), prealablement a la centrifiigation, au moins un inhibiteur des 
proteases est ajoute. 

12°) Procede selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracte- 
rise en ce qu'a l'etape (ii), la centrifiigation est, de preference, realisee apres depot de 
la suspension contenant la PrPres sur un coussin de saccharose a 6-20 %. 

13°) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que lors de 
l'etape (ii) d'extraction la solution mise en ceuvre pour l'extraction comprend un deter- 
gent anionique apte a favoriser 1'agregation de la PrPres et un detergent zwitterionique, 
tel qu'une sulfobetaine, de preference la sulfobetaTne SB 3-14 a 1-2 %, dans un rapport 
1:1 (v/v). 

14°) Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'a l'etape 
(ii) d'extraction, la centrifiigation est, de preference, realisee apres depot de la suspen- 
sion contenant la PrPres, sur un coussin cbmprenant en melange du saccharose a 6- 
20 % et une sulfobetaine. 

15°) Application d'un procede selon Tune quelconque des revendica- 
tions 8 a 14 a la detection de la PrPres dans un organe ou un tissu. 
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